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論文内容要旨
 ζ研究目的謡
 本研究の目的はカルシトニン遺伝子関連ペプチド(以下,CGRP)の血管拡張作用機序を明ら
 かにすることであり,特に,本物質が細胞内カルシウム濃度を変化させるか,また,主たる作用
 機序がサイクリックAMPの増加あるいはカリウムチャネルの活性化のいずれであるかを解明す
 ることである。本研究では,解剖学的あるいは薬物に対する反応性においてヒトの冠血管に類似
 する摘出ブタ冠動脈を用い,CGRPの細胞内カルシウム濃度および収縮張力に及ぼす影響を検
 討した。細胞内カルシウム濃度および張力は,fura-2を用いた顕微蛍光法により同時に測定し
 た。また,CGRPの作用をサイクリックAMP増加薬であるイソプロテレノールおよびカリウム
 チャネル開口薬であるクロマカリムと比較検討した。
 ζ方法聾
 ブタ心臓より冠動脈を摘出し,リング標本を作製した。標本をioμMのfura-2-AMを含む栄
 養液中で5から7時間室温でインキュベートした。栄養液にて1時間以上洗浄した後,2本のタ
 ングステンワイヤーにてtissuebath中に懸垂し,発生する張力をトランスデューサーにて測定
 した。Tissuebathは栄養液で持続的に灌流し,標本には5mNの静止張力を負荷して30分以
 上平衡化させた。また,標本に340および380nmの励起光を照射し,得られる500nmの蛍光を
 測定した。340と380nmの励起光で得られた蛍光値の比を算出し,細胞内カルシウム濃度の指
 標とした。
蛋結果還
 30mMKC1にてあらかじめ収縮させた冠動脈において,CGRP(1-100nM)あるいはイソプ
 ロテレノール(0.01-10μM)は軽度に細胞内カルシウム濃度を減少させるとともに濃度依存的
 な弛緩作用を示した。一方,ATP感受性カリウムチャネル開口薬であるクロマカリム(0.3-30
 μM)は細胞内カルシウム濃度と張力を同程度に減少させた。90mMKC1収縮時,CGRPおよ
 びイソプロテレノールは軽度ながらも弛緩作用を示したが,クロマカリムは作用を示さなかった。
 90mMKCl収縮時に細胞外液のカルシウム濃度を2、5から0.1mMに減少させると,CGRPおよ
 びイソプロテレノールの弛緩作用は回復したが,クロマカリムの作用は回復しなかった。これら
 3種の弛緩薬はエンドセリン(10nM)収縮時に細胞内カルシウム濃度および張力をともに低下
 させた。グリベンクラミド(10μM)はクロマカリムによる細胞内カルシウム濃度の減少と弛緩
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 を抑制したが,CGRPとイソプロテレノールの作用には全く影響を与えなかった。30mMKC1
 収縮時に血管をイソプロテレノール(10μM)で最大に弛緩させた場合,CGRP(100nM)は全
 く弛緩作用を示さなかったが,クロマカリム(10μM)はさらに細胞内カルシウム濃度と張力を
 減少させた。ホスホジエステラーゼ阻害剤であるIBMXは,CGRPおよびイソプロテレノール
 の細胞内カルシウム濃度減少および弛緩作用を増強したが,クロマカリムの作用には影響を与え
 なかった。
 ζ結論濁
 ブタ冠動脈において,CGRPは細胞内カルシウム濃度を減少させるとともに弛緩作用を示し
 た。また,CGRPの血管弛緩機序は,イソプロテレノールと類似するが,クロマカリムと異なっ
 ていること,すなわち,ATP感受性カリウムチャネルの活性化ではなく,アデニル酸シクラー
 ゼの活性化によるサイクリックAMPの増加であることが明らかになった。
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 審査結果の要旨
 カルシトニン遺伝子関連ペプチド(以下,CGRP)はカルシトニン遺伝子にコードされ,組織
 特異的なRNAプロセッシングによって造られる37個のアミノ酸からなるペプチドで,強力な
 血管拡張作用と正の変力作用を有する。CGRPの血管拡張作用機序に関して,血管平滑筋にお
 いて,現在2っの仮説が提唱されている。1っはアデニル酸シクラーゼを活性化し,cAMPの
 増加を介するとするものであり,もう1っはATP感受性カリウムチャンネル(K。T)の開口を
 介し,電位依存性L型カルシウムチャンネルの脱活性化を起こすとするものである。これら
 2っの機序による弛緩においては,細胞内Ca2+濃度の変化が異なることが知られている。また
 K・狸開口による弛緩と細胞内Ca2+濃度の低下はK柵遮断薬のグリベンクラミドによって抑え
 られることが分かっている。
 本論文において,ブタ摘出冠動脈にカルシウム蛍光指示薬のfura-2を取り込ませ,張力と細
 胞内Ca2+濃度とを同時に測定し,この2っのパラメータに対するCGRPの作用を,β受容体
 刺激・アデニル酸シクラーゼ活性化によって細胞内cAMPを増加させるイソプロテレノール及
 び比較的純粋なK岬開口薬のクロマカリムと比較検討した。
 30mMKC1であらかじめ収縮させた標本において,CGRPは細胞内Ca2+濃度を軽度にしか
 減少させないにもかかわらず十分な弛緩を起こした点で,イソプロテレノールの作用に似ていた。
 クロマカリムは細胞内Ca2+濃度と張力とを同程度で減少させた点でCGRPとイソプロテレノー
 ルとは明らかに異なっていた。このようなクロマカリムの作用はグリベンクラミドで抑えられた
 が,CGRPの作用はイソプロテレノール同様抑えられなかった。アゴニストのエンドセリンで
 あらかじめ収縮させた標本では,3種の血管拡張薬はいずれも細胞内Ca2+濃度の低下と弛緩を
 引き起こしたが,クロマカリムの作用のみがグリベンクラミドで抑えられた。また,cAMPを
 分解するホスホジエステラーゼの阻害薬であるIBMXで,CGRPの作用はイソプロテレノール
 の作用と同じように増強された。
 以上のように,本論文は,細胞内Ca2+濃度を張力と同時に測定することにより,CGRPの作
 用はイソプロテレノールに酷似するが,クロマカリムとは明確に異なることを示した。血管拡張
 物質の作用機序に,KAT。の関与が必要以上に指摘されている今日,CGRPの血管拡張機序は少
 なくともブタ冠動脈においては,アデニル酸シクラーゼの活性化による,cAMPの増加が主で
 あることの確証を提供した点で,本論文は博士論文に値する。
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